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fS41 Title- PROCESS AND DEVICE FOR SORTING AND FOR EXTRACTION OF BIOLOGICAL OBJECTS ARRANGED ON PLA- 
( } nXr^ CELLS OR CELL ORGANELLES, HISTOLOGICAL SECTIONS, CHROMOSOME 

PARTICLES ETC. USING LASER BEAMS 

(54) Bezdchnung: VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUM SORTIEREN UND ZUR OEWlNHmG VON PLANAJR AUSGE- 
11 ^ BRACHTEN BIOLOGISCHEN OBJEKTEN WIE BIOL0GISCHE ZELLEN BZW. ZELLORGANELLEN. HISTOL- 

OGISCHEN SCHNITTEN, CHROMOSOMENTEILCHEN ETC. MIT LASERSTRAHLEN 

(57) Abstract 

The invention relates to a process and device 
for sorting and extraction of biological objects on a 
planar slide (2). The field of an object or the object 
itself which is cm the slide (2) is dissected using a laser 
beam (6) and transferred by a laser-induced conveying 
process to a collector substrate (5) arranged directly 
above or below the slide. During dissection, the object 
is driven around by the laser beam (6) in a closed 
curve or is cut directly and automatically from the slide 
(2), said operation being controlled by computer. This 
process can be used to separate and sort individual 
objects selected from a very large number of objects. 
The process can also be used to separate specific cells 
from tissue sections. 
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Bei dem Verfahren und der Vorrichtung rum 
Sortiercn und rur Gewinnung von biologischen Objck- £ 
ten auf eittem planaren Trlger (2) win! ein Objektftfd 

Oder das Objekt selbst, das sich auf dem Trflger (2) . tl . , r . 

befindet, mit einem Laserstrahl (6) ausgeschnitten und durch einen Laser-induzierten Transportprozefi auf etn unmittelbar ooerhaib oaer 
unterhalb des Trfigers angeordnetes Aufttngersubatrat (5) Obertragen. Beim Ausschneidevorgang wild das Objekt vom LaserstraW (6) 
entweder in einer geschlossenen Kurve umfahren oder es wird computergestcuert selbst unmittelbar aus dem Trtger (2) herausgeschmtten. 
Mit diesem Verfahren kfrmen aus einer sehr groBcn Zahl von Objekten einzelne ausgewahlte Objekte rfiumlich abgetrennt und ausgesondert 
werden. Das Verfahren kann auch zur Separation von spezifischen Zellen aus Gcwebeschnitten eingesew werden. 
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Verfahren und Vorrichtu ng zum Sortieren und zur Gewinnung von planar 
ausecbrachten biologischen Obj ektcn wie biologische Zejlen bzw. Zdlorya- 
nellen. histologischen Schnit ten. Chromosomenteilchen etc mit Laser-strain 

5 Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zum Sortieren und zur Ge- 
winnung einzelner biologischer Objekte. Die Objekte sind hierbei auf einem festen 
planaren Trager nebeneinander angeordnet Mit diesem Verfahren kdnnen aus einer 
sehr grofien Zahl von Objekten (z.B. 10* bis 10*) einzelne Objekte raumlich abge- 
trennt und ausgesondert werden. Die Abtrennung von gehauften Zellen als Gesamt- 

0 einheit ist ebenso maglich. Ebenso kann das Verfahren zur Separation von spezifi- 
schen Zellen aus Gewebeschnitten eingesetzt werden. Voraussetzung fur dieses Sor- 
tierverfahren ist die vorherige Erkennung und Selektion der betreffenden Objekte 
aufgrund spezifischer Eigenschaften (z.B. durch Farbung, Fluoreszenzmarkierung 
oder durch radioaktive Markiening). Unter „biologischen Objekten" werden im Rah- 

5 men der vorliegenden Anmeldung vor allem lebende oder fbrierte biologische Zellen 
oder Zeilbestandteile verstanden. 

Zur Separation einzelner biologischer Objekte lassen sich Objekte mit optischen 
Methoden, wie der optischen Pinzette (Optical Tweezer) in einer w&Brigen Losung 

0 bewegen (K. Schiitze, A. Clement-Sengewald, Nature, 667 (Vol. 368) 1994). Auf- 
grund der geringen KraftObertragung ist diese Methode auf Objekte beschrfinkt, die 
sich frei in der Lfisung bewegen kdnnen. Da sich die sortierten wie die unsortierten 
Objekte in der gleichen Losung befinden, ist eine getrennte Kultivierung nur mit 
zusitzlichera Aufwand erzielbar. Fur eine getrennte Kultivierung mussen diese Zellen 

5 mit einer anderen Methode wie z.B. mit Mikrokapillaren abgetrennt bzw. abgesaugt 
werden. Adharent wachsende Zellen oder fixierte Zellen auf einem Schnittpraparat 
kdnnen mit feinen Nadeln, die fiber Mikromanipulatoren bewegt werden, separiert 
werden. Hierbei werden die Zellen direkt beruhrt und kdnnten somit mechanisch 
belastet werden. Zudem besteht die Gefahr der Kontamination durch ungewolltes 

0 Zellmaterial. Beide Methoden sind verhshnismafflg zeitintensiv, so dafi sie nicht zur 
Bearbeitung einer Vielzahl von Objekten geeignet sind. 
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Zur Separierung einzelner Zellen aus einer groBen Zahl (>10 6 ) in einer FlUssigkeit 
dispergierter, biologischer Objekte geeignete Trenn- bzw. Sortierapparate sind 
kommerziell erhaltlich. Wahrend bei der fluoreszenzaktivierten Zellsortierung (FACS 
= Fluorescence activated Cell Sorter) elektrostatische Prinzipien zur raumlichen 
5 Separation zum Einsatz kommen, arbeitet der magnetisch aktivierte Zelisortierer 
(MACS = Magnetic activated Cell Sorter) mit magnetischen Krfiften. Hierbei liegen 
die Zellen jedoch nicht auf einem planaren Tr&ger nebeneinander. Uberdies haben 
beide Methoden den Nachteil, dafl sich manche Objekte nur eingeschrankt (FACS) 
oder tiberhaupt nicht getrennt voneinander absondern lassen (MACS). 

10 

Die vorgestellten Methoden konnen keine einzelnen Zellen aus einem Zellverband wie 
etwa einem Gewebe oder aus histologischen Gewebepr&paraten losen. 

Ferner sind unter dem Namen Ablative Photodecomposition" Verfahren bekannt, bei 
15 denen mit gepulsten UV-Lasern, insbesondere mit Excimer-Lasern, ein gezielter 
Materialabtrag bei Polymeren erfolgt Diese Verfahren konnen im weitesten Sinne als 
Atzverfahren angesehen werdea Ein ahnliches Verfahren, bei dem jedoch ein 
kontinuierlich betriebener UV-Laser verwendet wird, wird in dem US-Patent 
5 211 80S beschrieben. Dieses Verfahren soli sich zur industriellen Bearbeitung von 
20 technischen Polymeren und zur biomedizinischen Behandlung von biologischem Ge- 
webe eignen. Hiermit ist ein Sortierprinzip verwandt, das mit Laserstrahlen die auf 
einem Trager befindlichen unerwunschten biologischen Objekte mit hohen Strah- 
lungsdosen zerstdrt, wahrend die selektierten (erwtinschten) Objekte zuiflck bleiben 
(US 4 624 915). Dieser ProzeB ist verhaltnismaflig aufwendig, urn einzelne Objekte 
25 aus groBen Populationen zu selektieren. 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe besteht in der raumlichen Separation 
einzelner biologischer Objekte, die nebeneinander auf einem festen planaren Trager 
wie z.B. einer polymeren Tragerfolie ausgebracht «nd. Hierbei soil der Vorgang des 
30 Absonderns mbglichst kurz (<10 s) und beriihrungslos, z.B. in abgetrennten, sterilen 
Kammern, durchfuhrbar sein. AuBerdem soil der ProzeB sehr zuverlassig und damit in 
einfacher Weise automatisierbar sein. Gleichzeitig soil die Uberlebensfahigkeit bzw. 
die Morphologie der biologischen Objekte in der Regel gewahrleistet bleiben; d.h. die 
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biologischen Objekte solien durch den AbtrennprozeB nicht geschadigt bzw. 
beeintrachtigt werden. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemSB dadurch geldst, daB ein Objektfeld der 
Tragerfolie, auf dem sich das selektierte biologische Objekt bzw. der histologische 
Schnitt befindet, mit einem Laserstrahl ausgeschnitten wird und durch einen laserin- 
duzierten TransportprozeB auf ein unmittelbar oberhalb oder unterhalb der Tragerfolie 
angeordnetes Auffangersubstrat fibertragen wird. Die erfindungsgemafle Losung 
besteht also darin, daB die biologischen Objekte in einem dem Praparat angepaBten, 
z.B. auch kreisformigen Umfeld mitsamt dem Trager von einem Laserstrahl ausge- 
schnitten werden und anschliefiend aus der Tragerfolie heraus auf einen in der Nahe 
angebrachten Auffanger geschleudcrt werden. Es wurde beobachtet, daB die heraus- 
getrennten Objektfelder dabei stets in Richtung des Laserstrahls beschleunigt werden. 
Eine physikalische Erklarung fur diesen laserinduzierten TransportprozeB liegt mog- 
15 licherweise in dem photokinetischen Impuls, der von dem Laserstrahl auf das ausge- 
schnittene Objektfeld fibertragen wird und damit fiir die Beschleunigung verantwort- 
lich ist. Die raumliche Separation der biologischen Objekte beruht also bei diesem 
ProzeB auf dem Ausschneiden der gewimschten Objektfelder mit den vorher selek- 
tierten Objekten und ihrem Abtransport zu einem in der Nahe befindlichen Aufftnger- 
20 substrat. 

Das Ausschneiden des Objektfeldes kann vorteilhaft in der Weise erfolgen, daB der 
Laserstrahl durch eine Relauvbewegung von Laserstrahl und Tragerfolie auf einer 
geschlossenen, das Objektfeld einschJiefienden Kurve um das biologische Objekt 
25 herumgefiihrt wird. Altemativ kann aber die Abtrennung eines Objektfeldes in Analo- 
gic zu einem StanzprozeB auch so durchgefiihrt werden, daB der das Objektfeld 
einschlieBende Schnittbereich dureh eine mit dem Laserstrahl beleuchtete, auf die Tra- 
gerfolie abgebildete Schlitzmaske simultan behchtet wird. 

30 Wie schon erwahnt, soil das Auflangersubstrat in unmittelbarer Nahe der Tragerfolie 
angeordnet werden, so dafl die Transportwege bei dem SeparationsprozeB kurz sind. 
Gute Ergebnisse wurden erzielt, wenn die Entfernung 0,5 bis 10 mm, vorzugsweise 1 
bis 3 mm, betrug. 
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Der Durchmesser des Objektfeldes mit dem selektierten Objekt kann aufgrund des 
auDerordentlich prazisen Schnittvorgangs sehr klein, d.h. in einem Bereich von 10 um 
bis 20 um, gewahlt werden. 

Zum Ausschneiden wird vorzugsweise ein UV-Laser verwendet, wobei der Laser- 
strahl fokussiert auf der Tragerfolie abgebildet wird. 



Die Tragerfolie besteht dabei aus einer UV-absorbierenden Polymerfolie mit einer 
10 Dicke zwischen 5 um und 15 um, deren Absorptionsverhalten an die Wellenlange des 
UV-Lasers angepaflt ist, also zumindest in der Umgebung der Laserwelleniange ein 
Absorptionsmaximum besitzt. Als besonders geeignet haben sich Polymerfolien erwie- 
sen, die mindestens 5 Gew.-% eines aroraatischen oder teilaromatischen Polykonden- 
sats enthalten. Die geometrische Form des Auffangersubstrats ist relativ unkritisch. 
15 Geeignet ist z.B. eine relativ dicke Folie oder Platte, die im Abstand von 0,5 bis 10 
mm oberhalb oder unterhalb von der Tragerfolie parallel dazu angebracht wird. Das 
AufFangersubstrat kann aber auch als topfformiger BehSlter ausgebildet sein. Insbe- 
sondere werden Mikrozentrifugenbebalter empfohlen, wie sie in der Molekular- 
biologie verwendet werden, z.B. eine Mikrotiterplatte mit 90 bis 500 Vertiefungen 
20 (Wells). 

GemaB einer speziellen Ausfuhrungsform ist die Platte oder Folie mit einer adhasiven 
Schicht versehen. Durch eine solche Klebeschicht kOnnen die abgeschleuderten Ob- 
jektfelder auf dem AufFangersubstrat fixiert werden. 

25 

Zur Erkennung und Selektion der gewtinschten biologischen Objekte auf der Trager- 
folie kann vorzugsweise die Methode der Fluoreszenzspektroskopie eingesetzt 
werden. 
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Alternativ konnen die biologischen Objekte mit Hilfe bekannter bistochemischer Farb- 
reaktionen oder raorphologischer visuell wahrnehmbarer Veranderungen erkannt und 
anschlieBend selektiert werden. 



GemaB einer Weiterentwicklung werden die biologischen Objekte mit einem flussigen, 
Sir die Laserstrahlung durchsichtigen Nahr- oder Puffermedium beschichtet. Unter 
dieser Bedingimg kbnnen selektierte Objektfelder erfindungsgemaB ausgeschnitten 
und abgelost werden. 

Das erfindungsgemaBe Separierverfehren wird vorteilhaft in einem abgeschlossenen 
System dUrchgefuhrt. Zu diesem Zweck wird sowohl die Tragerfolie mit den zu sor- 
tierenden Objekten, als audi das AufFangersubstrat in einem geschlossenen Behalter 
untergebracht, der ein UV-transparentes Fenster fur den Laserstrahl besitzt. 

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Zeichnungen und Ausfiihrungsbeispielen 
naher erlautert. 



Es zeigen: 



Fig. 1 schematisch eine TragerfoUe mit adherierten Bakterien, 

Fig. 2 den prinzipiellen Aufbau einer Apparatur zur Realisierung des 



Fig. 3/4 das zugrundeliegende Sortierprinzip, 

Fig. 5/6 den Aufbau mit aufrechtem/inversem Mikroskop und 

Fig. 7 das Ablegen des Objektes in einem AuffanggefiB. 

Fig. 1 zeigt beispielsweise eine Bakterienpopulation 1, die planar auf einer 5 m star- 
ken Polyarylatfolie 2 (TragerfoUe) ausgebracht ist. Zum Sortiervorgang wird die Tra- 
gerfolie 2 in einen Schiebetisch 3 eingelegt und mechanisch fixiert. Dieser Tisch 
befindet sich gemfiB Fig. 2 als Objekttisch in einem inversen Mikroskop 4 und kann 
z.B. mittels eines computergesteuerten Schrittmotors in x,y-Richtung (Horizontal- 
ebene) positioniert werden. Im Schiebetisch 3 ist femer gegenflber der Tragerfolie 2 
im Abstand von 1,8 mm ein plattenfonniges Auffangersubstrat 5 gehaltert. Bei einer 
Bewegung des Schiebetisches 3 werden also gleichzeitig die Tragerfolie 2 und das 
Auffangersubstrat 5 senkrecht zum Strahlengang (z-Richtung) im Mikroskop ver- 
schoben. Der Schiebetisch 3 mit der Tragerfolie 2 und den darauf befindlichen biologi- 
schen Objekten 1, sowie das Auffangersubstrat 5 sind von einem geschlossenen 
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Gehause rait einem UV-durchlassigen Fenster fur den Laserstrahl umgeben (nicht dar- 
gestellt), so daB das Verfahren in einem hermetisch abgeschlossenen System durchge- 
flihrt werden kann. 

5 Als Tragerfblie fur die biologischen Objekte wird eine 5 um bis 1 5 pm dicke, UV-ab- 
sorbierende Polymerfolie aus einem Polymer verwendet, das mindestens 5 Gew.-% 
eines aromatischen oder teilaromatischen Polykondensates, wie z.B. Polycarbonate, 
Polyurethane, Polyarylate, Copolyester, Polyestercarbonate oder Blends aus diesen 
Polykondensaten und anderen Thermoplasten enthalt. Andersartige Folien sind in 
10 diesem Zusammenhang denkbar. 

Zur raumlichen Trennung z.B. einer einzelnen Bakterie aus der ausgebrachten Popula- 
tion wird ein UV-Laserstrahl 6 der Wellenlange 337 nm eines gepulsten N 2 -Lasers 7 • 
verwendet. Der Laser 7 liefert bei einer maximalen Pulsfrequenz von 20 Hz ca. 300 ul 

15 Strahlenergie. Geeignet sind auch andere gepulst oder kontinuierlich arbeitende Laser 
wie z.B. Excimerlaser mit einer Wellenlange von 193, 248 oder 308 mm oder ein fre- 
quenzvervierfachter Nd:YAG-Laser mit einer Wellenlange von 266 nm oder ein 
frequenzverdoppelter Ar-Ionenlaser mit Wellenlangen von 244 nm oder 257 nm. Der 
Laserstrahl 6 wird uber einen dielektrischen Strahlteiler 8 und ein verkleinerndes 

20 Mikroskopobjekt 9 (Verkleinemng 63 x, Oflhungsverhaltnis NA = .0.9 , oder auch 
andere Objektive)auf die Tragerfblie 2 punktfbrmig abgebildet. Dieser Punkt hat einen 
Durchmesser von mindestens 1 nm. 

Eine kreisfbrmige bzw. geschlossene Schnittlinie mit einem Durchmesser von z.B. 
25 10 pm wird urn das selektierte Bakterium durch eine entsprechende Bewegung des 
Schiebetisches 3 in der Horizontalebene erzeugt. Die durch die Schnittlinie definierte 
Flache stellt in diesem Fall die Objektflache dar. Der Laserstrahl bleibt wahrend des 
nachfolgend beschriebenen Schneidprozesses ortsfest. 

30 Im Experiment betrug die relative Bahngeschwindigkeit des Laserstrahls zum 
Ausschneiden einer geschlossenen Flache 5 um/s. Dabei entstand eine scharfkantige, 
eng begrenzte Schnittlinie, wobei gleichzeitig mit der Riickkehr des Laserstrahls zum 
Startpunkt der Schnittlinie ein AbriD der ausgeschnittenen Flache erfolgte. Die Flache 



wurde nun durch einen laserinduzierten TransportprozeB, dessen physikalische Wir- 
kungsweise im Einzelnen noch nicht geklart ist, von der Tragerfolie 2 weg auf das 
daruber befindliche, mit einer adhasiven Klebeschicht versehene Auffangersubstrat 5 
geschleudert und biieb dort haften. Eine andere Moglichkeit besteht darin als 
Auffangersubstrat eine handelsiibliche Mikrotiterplatte mit z.B 96 Wells zu 
verwenden. Unter „Wdls« werden in der pharmazeutischen Forschung die in der Mi- 
kronterplatte befindUchen Aussparungen bzw. kreisrunden Vertiefungen zur Proben 
aufhahme mit einem Durchmesser von ca. 4 mm und einer Tiefe von ca. 6 mm ver- 
standen. 



Der Sortierprozefl soli noch einmal anhand der Figuren 3 und 4 veranschauHcht 
werden. Figur 3 zeigt ein riumUch zu separierendes Bakterium 10 auf der Tragerfolie 
2. Auf Grund der kreisformigen Bewegung des Schiebetisches 3 ist durch den orts- 
festen Laserstrahl 6 beim SchneidprozeB berats eine Schnittlinie 1 1 von etwa 5 bis 
7 urn Breite in die Folie 2 geschrieben worden. Die Schnittbrehe ist bedingt durch das 
Absorptionsverhalten der Folie. In diesem Bereich ist das Folienmaterial komplett 
abgetragen worden. Unmittelbar nachdem die Schnittlinie 1 1 zu einem geschlossenen 
Krcs vervoUstandigt worden ist, wird das abgetrennte Folienstuck (Objektfeld) 1 2 mit 
dem danurf befindlichen Bakterium 10 in Richtung des Laserstmhls bescWeunigt und 
w* in Fig. 4 dargestellt, auf das Klebeband 5 (Auffangersubstrat) geschleudert. In der 
Tragerfolie 2 verbleibt ein kreisrundes Loch 13. 

Anstdle des Schiebetisches kann auch mit einem ruhenden Objekttisch gearbeitet und 
der Laserstrahl mit Wife eines in die Useroptik eingebrachten geeigneten optischen 
Ablenkelements auf einem Kreis urn das selektierte Bakterium herumgefuhrt werden. 

Voraussetzung fur die Laser-Separation ist die vorherige Erkennung und Selektion 
der aus der Tragerfolie zu entfemenden Objektfelder. Eine in der pharmakologischen 
Forschung haufig angewandte Methode der Erkennung und Selektion von bestimmten 
Zellstrukturen ist die Fluoreszenzspektroskopie. Zu diesem Zweck wird ein kommer- 
z«ell erhaltiiches Fluoreszenz-Mikroskop eingesetzt. Grundlage ist dabei, dafl die fur 
d«e Selektion vorgesehenen Zellen bzw. Bakterien ein signifikantes Fluoreszenzsignal 
erzeugen, das als Unterscheidungskriterium herangezogen wird. Mit Hilfe eines mit 
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einem Suchalgorithmus ausgestatteten Scanprogramms kann dann der Schiebetisch 3 
so gesteuert werden, daB automatisch nacheinander die Bereiche mit selelctierten Bak- 
terien als Objektfelder zentral im Gesichtsfeld des Fluoreszenzmikroskops positioniert 
und anschlieBend ausgeschnitten werden. 

5 

Zur Erkennung von biologischen Objekten in Gewebeschnitten k6nnen auch die 
bekannten histologischen Farbreaktionen oder im Mikroskop wahrnehmbare morpho- 
logische Veranderungen herangezogen werden. 

10 Die Tragerfolie 2 kann auch mit einer fur die Laserstrahlung durchlassigen Nahr- oder 
Pufferldsung, z.B. einer PBS-Pufferl6sung, beschichtet werden. 



GemaB einer Weiterentwicklung des Verfahreiis kann die Ldsung der Aufgabe da- 
durch erreicht werden, dafi der Lichtdruck des Laserstrahls nun dafilr verwendet 
werden soU, das gewtinschte Partikel bzw. biologische Objekt selbst unmittelbar von 
der Oberflache des festen planaren Tragers (Objekttrager oder Petrischale) wegzuka- 
tapultieren und in einem geeigneten GeftQ aufzufangen, d.h. die Separierung eines 
biologischen Objektes ist also auch mit oder ohne gleichzeitiges Herausldsen bzw. 
Herausschneiden des das biologische Objekt tragenden Bereiches der Tragerfolie 
moglich. Dies geschieht nach der Weiterentwicklung in der folgenden Weise, die 
anhand der beiliegenden Figuren 5 bis 7 erlautert werden soil. 

Bei Verwendung eines aufrechten Mikroskopes 14 gemafl Figur 5 wird ein geeigneter 
Objekttrager 2 (Dicke ca. 170 um) umgekehrt auf die Aumahmehalterung 15 eines 
speziell fiir die Lasermikromanipulation entwickelten Mikroskoptisches 3 gelegt, d.h. 
das biologische Objekt 10 befindet sich auf der Unterseite des Objekttragers 2. Bei 
dem Objekt handelt es sich z.B. um histologische Gewebeschnitte von wenigen \im 
Dicke, oder um adherierende Chromosomen- bzw. DNA-Praparate. 



Der Mikroskoptisch 3 ist fur eine Verschiebung in 2 (for x/y Bewegung) oder 3 
Achsen (fur x/y/z Bewegung) ausgelegt und mit einer Auraahmevorrichtung 15 fur 
z.B. Objekttrager 2 oder Petrischalchen versehen. Der Tisch 3 ist also Ober geeignete 
Antriebe motorisiert, die computergesteuert in bekannter Weise, z.B. uber eine Com- 



putermaus (oder Joystick), bewegt werden konnen. Die hybriden Schrittmotoren der 
Achsen-Antriebe arbeiten mil einer hohen PrSzision. Der kleinste Schritt betragt 
20 nm, der maximale Verfahrweg des Mikroskoptisches 3 kann bis zu mehreren 
Zentimetern (z.B. 10 cm) betragen. Die Prazision zum Wiederauffinden gespeicherter 
Punkte ist <400 nm. Es kOnnen Geschwindigkeiten rum Verfehren des Mikroskop- 
tisches von wenigen um bis zu mehreren mm pro Sekunde gewahlt werden. Mit einem 
sog. Framegrabber wird das fiber eine Videokamera aufgezeichnete, aktuelle Mikro- 
skopbild auf einen Monitor gegeben und kann mit Computerfonktionen, z.B. Befehls- 
funktionen, Steuerzeichen, KontroUmarken etc., graphisch uberlagert werden (Video- 
Overlay). 

Fur I^ennikromanipulation geeignet sind nur dunne Objekttrager (ca. 170 um dick) 
oder Petrischalen mit dunner (ca. 25 urn), gasdurcMassiger Folie (sog. Petriperm- 
Schalchen). Da fiir die Lasermikromanipulation im Nanometer-Bereich hohe Anforde- 
rungen an eine prazise Probenhalterung und Probenfuhrung gestellt werden, wurde 
die Aufhahmehalterung 15 spezidl konfiguriert: Bei den diinnen Objekttrtgern 2 
besteht die Gefahr, dafl sie sich z.B. bei Verwendung von Ol-Immersions-Objektiven 
leicht durchbiegen und somit keine gute Fokussierung erreicht werden kann. Um dies 
ru vermeiden, mufi der Objekttrager 2 an mindestens 3 Seiten der Halterungen 
aufliegen, wobei nur die beiden schrnalen Seiten des Objekttrtgers 2 mit je einer 
Federklammer festgeklemmt werden kOnnen. Eine weitere Notwendigkeit, speziell fur 
die Lasennikroskopie, ist die exakte Justierbarkeit des Probenhalters (Objekttrager 2 
oder Aufhahmehalterung 15). Es muB gewahrleistet sein, dafl die Probe immer im 
gleichen Abstand zur Spitze des Objektivs 9 liegt, und zwar im gesamten Verfahr- 
bereich des Tragers (ca. 5 bis 10 cm). 

Zuerst werden geeignete biologische Objekte 10 mit einer kleineren VergrdBerung 
Uchtoptisch ausgewihlt. Sobald alle interessanten Objekte im Computer gespeichert 
sind, wechselt man zu einem h6hervergr6Bernden Objektiv. Den durch den Objektiv- 
wechsel bedingten Strahlversatz (chromatische Abberation) gleicht man durch eine 
Korrekturfunktion an einem gespeicherten Wert aus, die dann automatisch auf alle 
gespeicherten Punkte ubertragen wird. 
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Der Computer verfahrt nun zu dem ersten Objekt 10. Das von einer Videokamera 
aufgezeichnete Mikroskopbild wird auf dem in den Figuren nicht gezeigten Com- 
putermonitor dargestellt. Ein Marker auf dem Monitor zeigt die Position des 
Laserstrahlfokusses an. Die MikroskopbQhne wird entweder per Hand (fiber Maus 
5 oder Joystick kontroiliert) bewegt oder fahrt automatisch durch ein Computerpro- 
gramm gesteuert nach vorgegebenem Muster im wesentlichen kreis- oder spiralfbrraig 
urn das gewahlte Objekt 10 herum. Der „Marker" auf dem Monitor kann als „Stift« 
betrachtet werden, mit dem die Kontur des gewunschten biologischen Objektes 
nachgezeichnet wird. Wenn gleichzeitig der Laser mit einer Pulsfrequenz von ca. 15 

10 bis 20 Hz feuert, wird aUes Material, das sich in der SchuBlinie im Bereich des 
..Marker" befindet. abgetragen bzw. zerstdrt. Der extrem fokussierte Laserstrahl 
„zeichnet" eine feine Linie von ca. 500 nm Breite nmd um das gewfinschte Objekt 10 
und trennt es somit von seiner Umgebung. Bei Zellen im histologischen Schnitt lost 
sich durch diese Prozedur die gewfinschte Zelle vom ZeUverband und lockert sich 

15 vom Untergrund in Gestalt des durch die Schnittlinie gegebenen Objektfeldes. Durch 
das oben erwahnte spiralfdrmige Umrunden der ausgewahlten Zielzelle kann der 
freigelaserte Bereich rund um die Zelle vergrSBert werden. 

Bei dem hier verwendeten Laser handelt es sich z.B. um einen gepulsten, kompakten 
20 Stickstofflaser von hoher Strahlqualitat (Wellenlange: 337 nm, Pulsdauer: 3 nsec, 
Pulsfrequenz: von 10 bis 30 Hertz). Andere Laser sind auch denkbar, sofern die 
verwendete LaserweUenlange das biologische Material nicht negativ beeinfluOt. Der 
Laserstrahl selbst bzw. seine Quelle bleibt vorzugsweise unbeweglich. Allerdings kann 
der Laser auch in x/y Richtung mit einem Radius von mehreren pm relativ zur 
25 Objektebene bewegt werden, d.h. letztendlich ist nur wichtig, dafl Laserstrahl und 
Objektebene (Mikroskoptisch) relativ zueinander bewegt werden. 

Das auf diese Weise freipraparierte Objekt kann nun schneller und sicherer als im 
Stand der Technik (etwa mit einer Nadel) und vor allem berfihrungslos, d.h. wenn 
30 notig auch vdllig steril, mit einem weiteren, gezielten LaserschuB automatisch in ein 
Probengefafl hinein katapultiert werden (Flugbahn 1 7). 
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Dam ist es notwendig, dafl eine zweite Aufhahmehalterung 16 (z.B urn ein Auffang- 
gefaB 18 oder cine Mikrotiterplatte einzuspannen) Ober zwei motorisierte und compu- 
tergesteuerte Achsen so unter die erste Aufnahmehaltening 15 vcrfahren wird, dafl 
das per Laser freipraparierte Objekt 10 genau Ober dem AuffanggefaB 18 plaziert 
wird. Hier ist ebenfalls eine hohe Prizision der Motorbewegung Voraussetzung fur 
ein sauberes Aufsammeln der gewunschten Objekte. Ein einzelner, gezielter 
LaserschuB (eventuell leicht defokussiert) schleudert das selektierte biologische 
Objekt 10 bzw. die Zelle in Strahlrichtung (Flugbahn 17) ins AuffanggefaB 18. 
Danach kann ein neues Objekt ausgeschnitten werden und der ganze Vorgang 
wiederholt sich. 

Zur Beschleunigung des Sammelvorgangs kdnnen alle gewOnschten Objekte zuerst 
mit dem Laser freiprapariert werden. Danach wird das Auf&nggefaB 18 unter den 
Mikroskoptisch gefahren. Die Mikroskopbuhne fahrt nacheinander die gespeicherten, 
lasermikrodissektierten Objekte wieder an. Je ein SchuB befbrdert die einzelnen 
Objekte nacheinander in jeweils fiische (neue) AuffanggeftBe 18, Fig. 5, die koordi- 
niert mit der Bewegung der Mikroskopbuhne 3 weitertransportiert werden. Es kdnnen 
aber auch mehrere Objekte in einem GefaB gesammelt werden. 

Bei einem inversen Mikroskop (Fig. 6) kann ein Idebendes Scheibchen (Klebefolie, 
Agar bestrichener Trager etc.), das wenige urn direkt Ober das ausgeschnittene Objekt 
gefuhrt wird, zum Auffangen des wegkatapultierten Objektes verwendet werden. Dies 
kann z.B. eine Klebeklatsche 19 sein, die dann vom Robotarm 20 in ein geeignetes 
GefSfl (Fig. 7) geworfen wird, und der Robotarm 20 sucht sich ein neues Klebeteil- 
chen (siehe Fig. 6). 

Der Voiteil des Laser-induzierten Separationsprozesses von Zellen besteht in der 
gezielten und gleichzeitig schnellen Manipulation von einzelnen Zellen im Vergleich 
zum Stand der Technik. Aufgrund des einfachen Prinzips ist der ProzeB sehr robust 
und einfach zu handhaben und eignet sich daher zur computergestutzten automati- 
schen Separation einer Vielzahl von bioiogischen Objekten. Ein unter sicherheitstech- 
nischen Aspekten wichtiger Vorteil liegt ferner darin, daB der SeparationsprozeB in 
einem hermetisch abgeschlossenen System durchgefuhrt werden kann, so dafl die 
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Umgebung von pathogenen Zellen geschiitzt werden kann. AuBerdem werden die 
Zellen vor Veninreinigungen aus der Umgebung geschutzt. 

Das Verfahren eignet sich prinzipiell zum Einsatz in Teilgebieten der Biotechnologie, 
Molekularbiologie und Pathologie, wo spezifische Zelltypen angereichert werden 
sollen. Beispielsweise kbnnen mit dem Green fluorescent Protein (GFP) als Reporter- 
gen transfizierte Zellen identifiziert werden. Marshall et al. (Neuron, Vol. 14, 21 1-215 
(1995) benutzt z.B. die GFP^Methode, urn die Expression von Ionlnkanalen 
abzuschatzen. Gemafl einer weiteren Anwendung konnen for neurologische Experi- 
mente aus Gehirngewebeschnitten z.B. Gliazellen separiert werden. Hierzu werden 
fluoreszenzmarkierte Antikfirper benutzt, urn die Zellen zu identifiaeren. Zur Diag- 
nose kdnnten aus Gewebeschnitten Tumorzellen, die z.B. durch morphologische 
Veranderungen auftallen, isoliert werden. Hierzu wird der Gewebeschnitt auf die 
Tragerfolie gelegt. Die herauszupraparierende ZeUe wird durch einen Schnitt durch 
das Gewebe und die Substratfolie separiert, so dafl die Zelle - eventuell mit dem 
Substratmaterial - auf eine Unteiiage transferiert wird. Diese Zellen werden 
anschlieBend histologisch analysiert. Daruber hinaus kdnnen Bakterien mit spezi- 
fischen Eigenschaften wie z.B. Zitronensaureproduzenten auf ihre Leistungsfahigkeit 
hin durch geeignete pH-sensitive Farbumschlage eines geeigneten Indikators erkannt 
und anschliefiend aussortieit werden. 



Pfttentansprtiche 
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Verfahren zum Sortieren und zur Gewinnung von biologischen Objekten auf 
einem planaren Trager (2), auf dem sich die selektierten biologischen Objekte 
zusammen mit weiteren biologischen Objekten befinden, dadurch gekennzeich- 
net. dafl ein Objektfdd (12) der Tragerfolie (2), auf dem sich das seiektierte 
biologische Objekt (10) befindet, rait einem Laserstrahl (6) ausgeschnitten 
wird und durch einen laserinduzierten TransportprozeB auf ein unmittelbar 
oberhalb oder unterhalb der Tragerfolie (2) angeordnetes AufFangersubstrat 
(5) iibertragen wird. 



Verfahren zum Sortieren und zur Gewinnung von biologischen Objekten auf 
einem planaren Trager (2), auf dem sich die selektierten biologischen Objekte 
(10) zusammen mit weiteren biologischen Objekten befinden, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi das seiektierte biologische Objekt (10) von der umgebenden 
weiteren biologischen Masse durch einen Laserstrahl (6) entfernt wird, so dafl 
das seiektierte biologische Objekt (10) von seiner Umgebung freiprapariert ist, 
und dafl anschlieflend das auf dem Trager (2) befindliche freipraparierte 
Objekt (10) durch einen weiteren Laser-SchuB/laserinduzierten Transport- 
prozeB von dem Trager (2) zu einer Auffangvorrichtung (18, 19) wegkatapul- 
tiert wird(Flugbahnl7). 

Verfahren nach Ansprach 1, dadurch gekennzeichnet, dafi der Laserstrahl (6) 
auf einer geschlossenen, das Objektfeld (12) einschlieflenden Kurve um das 
biologische Objekt (10) herumgefuhrt wird. 

Verfahren nach Ansprach 1, dadurch gekennzeichnet, daB der das Objektfeld 
(12) einschlieBende Schnittbereich durch eine mit dem Laserstrahl (6) beleuch- 
tete, auf die Tragerfolie (2) abgebildete Schlitzmaske simultan belichtet wird. 



5. 
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Verfahren nach Anspruch 1, 3 und 4, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Objektfeld (12) mit dem darauf befindlichen biologischen Objekt (10) nach 
dem Ausschneiden aber eine Distanz von 0,5 bis 10 mm, vorzugsweise 1 bis 
3 mm, zu dem angeordneten Auffangersubstrat (5) transportiert wird. 

Verfahren nach Anspruch 1 und 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB ein 
Objektfeld (12) mit einem Durchmesser von mindestens 5 pm ausgeschnitten 
wird. 



10 7. 



8. 

15 



20 

10. 



11. 

25 



12. 



Verfahren nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB zum Aus- 
schneiden des Objektfeldes (12) ein UV-Laser (7) verwendet wird. 

Verfahren nach Anspruch 1 und 3 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Tragerfolie (2) fur die biologischen Objekte (1, 10) eine UV-Licht absorbie- 
rende Polymerfolie mit einer Dicke von 5 pm bis 1 5 pm verwendet wird. 

Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB das Polymer 
mindestens 5 Gew.-% eines aromatischen oder teilaromatischen Polykonden- 
sates enthfilt. 

Verfahren nach Anspruch 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB als Auffanger- 
substrat (5) eine Folie mit einer adhasiven Oberflache eingesetzt wird. 

Verfahren nach Anspruch 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB als Auf- 
fangersubstrat (5) eine Mikrotiterplatte mit 90 bis 500 Vertiefungen (Wells) 
zur Aufhahme der Proben verwendet wird. 



Verfahren nach Anspruch 1 bis 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB die biologi- 
schen Objekte (1, 10) mit Hilfe der Fluoreszenz-Spektroskopie erkannt und 
30 anschlieBend selektiert werden. 
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Verfahren nach Anspnich 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dafl biologische 
Objekte (1, 10) in Gewebeschnitten mit Hilfe histochemischer Farbreaktionen 
Oder morphologischer visuell wahrnehmbarer Veranderungen erkannt und an- 
schlieflend selektiert werden. 



Verfahren nach Anspnich 1 und 3 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daO die 
Tragerfolie (2) mit den darauf befindlichen biologischen Objekten mit einem 
flussigen, fur die Laserstrahlung durchlassigen Nahr- oder Puffermedium 
beschichtet wird. 



Verfahren nach Anspnich 1 und 3 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dafl sowohl 
die Tragerfolie (2) mit den zu sortierenden Objekten (1,10), als auch das 
Auffangersubstrat (5) in einem geschlossenen Behalter untergebracht sind, der 
ein UV-transparentes Fenster fur den Laserstrahl besitzt 

Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach Anspnich 2, gekennzeich- 
net durch 



eine Mikroskopanordnung (14) zur Beobachtung von biologischen 
Objekten wie Gewebeschnitten auf einem Objekttrager (2), 

eine Laseranordnung zur Erzeugung eines fokussierten Laserstrahls (6) 
zum Freipraparieren eines oder mehrerer selektierten biologischer 
Objekte (10) auf dem Objekttrager (2), wobei Laseranordnung und 
Objekttrager relativ zueinander verschieblich angeordnet sind, und 

eine Auffangvorrichtung (18 bzw. 19) in Richtung des Laserstrahls 
hinter dem Objekttrager (2) zum Auffangen der selektierten Objekte 
(10), die nach dem Freipraparieren derselben durch einen laserindu- 
zierten TransportprozeB (einen „Laser-SchuB") vom Objekttrager (2) 
auf die Auffangvorrichtung (18 bzw. 19) wegkatapultiert werden 
(Flugbahn 17). 
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